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• Abstract : 

DE3 147843 A Use of ethoxylated sterols as emulsifiers in fermentative transformations of sterols is new. 

Suitable microorganisms include strains of Achromobacter, Arthrobacter, Bacillus, B re vi bacterium, Corynebacterium, Flavobacterium, Microbacterium, 
Mycobacterium, Nocardia, Protaminobacter, Serratia and Streptomyces. Particularly suitable are the mutant strains described in EP Application 
79101036, namely CBS 437,77, ATCC 31456, ATCC31457, ATCC31459, ATCC31460, DSM 1437, DSM 1439, DSM 1442, DSM 1443, DSM 1444 
andDSM 1445. 

Ethoxylated sterols exert an emulsifler action and at the same time enhance the metabolism of sterol-degrading microorganisms, so that sterol metabolic 
products (e.g. l,4-pregnadien-3-one 20-carboxylic acid BNC) are produced in increased yields. 
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»Mikrobielle Sterinfermentationc 

Die Venvendung von ethoxyiierten Sterinen als Emulgato- 
ren in der mikrobiellen Sterinfermentation fQhrt zu einer 
ErhOhung der Ausbeute an Stoffwechselprodukten. Insbesorv 
dere bei Einsatz einer Kombtnation von ethoxyiierten Sterinen 
und anderen Emulgatoren metabolisieren die zum sterinab- 
baubefSWgten Bakterien in erhfihiem Mafie. (31 47 843) 
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I "Mikrobielle Sterinfermentation" 

5 : Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Sterinfermen- 

• tat ion, bei welchem ethoxylierte Sterine als Emulgatoren 
eingesetzt vrerden. 

Es besteht ein wachsender Bedarf an Steroidzwischenstufen 
fur die Herstellung pharmazeutischer Wirkstoffe. Dieser 
10 'Bedarf wird zunehmend aus fermentativ gewonnenen Abbau- 
produkten von Sterinen gedeckt. Dazu werden Sterine 

• pflanzlichen Oder tierischen Ursprungs in reiner Oder 
stark angereicherter Form in wafiriger NahrlOsung einge- 
setzt. Durch Zusatz von Emulgatoren wird fttr eine 

15 geeignete Verteilung der Sterine in dem wafirigen Nahr- 
medium gesorgt. Diese Emulgatoren dtlrfen das Wachstum 
der Microorganismen und den Sterinabbau nicht stdren. In 
der DE-OS 29 36 125 ist ein Verfahren zum fermentativen ; 
Sterinabbau beschrieben, bei dem als Ausgangsmaterial I 

2o ein natttrlich angereichertes Sterinkonzentrat - dient . 

Als Emulgatoren werden Polyhydroxymefchylraonolaurylather 
eingesetzt. Die Sterinkonzentrate werden zu 20-1,4-Pregna- 
dien-3-on (BNC) abgebaut. In der alteren deutschen Patent- 
anraeldung P 31 13 035 ist ein Verfahren zur Herstellung 

25 eines trizyklischen steroidabbauproduktes unter Verwen- 
dung der Microorganismen-Defektmutante Choi 149-K 14 
(DSM 2065) beschrieben. Als Emulgatoren wurden Pett- 
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saure-sorbitanBster oder Ethylenoxidaddukte, Polyoxy- 
ethylen, Monolaury lather oder Fettsaureamidoalkylbetain 
verwendet* In der Europaischen Patentanmeldung 79 101 036 
1st ein Verf ahren zur Herstellung von 3-0xo-pregna-4-en- 

5 20-carbonsaure (A -4 BNC) und/oder 3-0xo-pregna-l,4-dien- 
20-carbonsaure (A -1,4 BNC) aus Steroidsubstraten mit 
Itnceren Substituenten in C-17-Stellung auf fermenta- 
tive^, Wege beschrieben. Als Emulgatoren wurden Tween 80 
(Polyoxyathylensorbitanmonooleat) und BRI J 35 (Poly- 

10 oxyethylenmonolauryiather) verwendet. 

Es wurde nun tlberraschend gefunden, dafi sterinabbauende 
Mikroorganisraen in Gegenwart von ethoxylierten Sterinen 
als Emulgatoren in gesteigertem MaBe metabolisieren und 
dabei in erhShten Mengen Stof fwechselprodukte, wie z. B. 
15 BNC bilden;. Ethoxylierte Sterine sind optimale Emul- 
gatoren fttr den fermentativen Sterinabbau; sie ftthren zu 
einer beachtlichen Ausbeutesteigerung an Abbauprodukten. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung 
von ethpxylierten Sterinen als Emulgatoren in der mikro- 

20 biellen Sterintransformation. Es sind pflanzliche und 

tierische ethoxylierte Sterine mit verschiedenem Ethoxy- * 
lierungsgrad geeignet. Die erfindungsgemafie mikrobielle 
Sterinfermentation erfolgt in grundsatzlich bekannter 
Weise. So kann beispielsweise die als Einsatzmaterial £ 

25 gewahlte sterdidverbindung der Mikroorganismenkultur 
waiirend der Inkubationsperiode zugesetzt werden, oder 
sie kann dem Nahrmedium vor der Inokkulierung der Defekt- 
mutante beigegeben werden, 

Es kann eine Steroidverbindung oder eine Mischung aus 
30 mehreren Steroiftrerbindungen eingesetzt werden. 

Die optimale Konzentration an Steroidausgansverbindung . 
1st durch einfache Vorversuche zu ermitteln. 
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Sie liegt im allgemeinen im Bereich von 0,1. bis 100 g 
pro Liter Nahrmedium. Es kann dabei vorteilhaft sein, 
das dem partiellen Abbau zu unterwerfende Substrat nicht 
auf einmal dem Reaktionsmedium zuzusetzen, sondern dieses 
portionsweise im Verlauf der Reaktion zuzugeben. Dabei 
kann die Zugabe im we'-entlichen kontinuierlich erfolgen. 

Die Mikroorganismenkultur wird in einem Nahrmedium ge- 
zachtet, das als Kohlens toff que lie die zu transformieren- 
de Steroidverbindung und gegebenenfalls noch zusatzliche 
metabolisierbare Kohlenstoffquellen, sowie die ttblicher- 
weise von diesen Mikroorganismen benStigten NShr- und 
Wuchsstoffe enthalt. Geeignete Stickstoffquellen sind 
Ammoniumsalze, Nitrate, Maisquellwasser, Soja- 

.mehl, SChlempe oder Fischmehl. Auch Fermentationsbe- 
schleuniger wie Hefeextrakt und Vitamine konnen zuge- 
setzt werden. Das Nahrmedium enthalt darttber hinaus tlb- 
licherweise anorgahische Salze wie Natrium-, Kalium- 
oder Ammonium-Phosphate oder Calcium-, Magnesium-, 
Mangan- und/oder Eisensalze. Die Emulgierung des Steroid- 
ausgangsmaterials erfolgt mit den ethoxylierten Sterinen. 
Besonders vorteilhaft ist es, ethoxylierte Sterine in 
Kombination mit anderen Emulgatoren einzusetzen. Dadurch 
wurde eine weitere. Steigerung der Bildung von Stero'id- 
abbauprodukten festgestellt . Insbesondere in Kombinatioji : 
mit KokosfettsSuremonoathanolamid wurde ein deutlicher 
synergistischer:'Effekt, d. h. eine weitere ErhcJhung der 
Produktivitat der Mikroorganismen festgestellt. 
Qeeignete steroid-ausgangsmaterialien f Ur die Transfor- 
mation sind naturliche Sterine wie Cholesterin, Sito- 
sterin, Stigmasterin und/oder Ergosterin oder Abkommlinge 
hiervon. 
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Auch GallensSuren, wie CholsSure, DesoxycholsSure, Litho- 
chalsSure und deren Gemische oder weitere Verbindungen 
mit der Steroid grundstruktur, z, partielle Abbaupro- 
dukte von nattlrlichen Sterinen, sind geeignet. Als 
5 Microorganismen, die zur Sterinfermentation befShigt 
sind, seien beispielhaft genannt: 

Achromobacter, Arthrobacter , Bacillus, Brevibacterium, 
Corynebacterium, Flavobacteriura, Microbacterium, Myco- 
bacterium, Nocardia, Protaminobacter, Serratia und 
10 Streptomyces • 

Besonders geeignet ftir die St eroidtrans format ion Z u 
BNC sind die in der EuropSischen Patentanmeldung 79 101 
036 b^gchriebenen Mutant ens t amine, die aus bestimmt ausge-^ 
wShlten tfildst&mmen nit ahschlieflender Mutation und 
15 .. Selection geVonnen worden sind % Es sind dies die StSmme: 
CBS 437,77, ATCC 31 456, ATCC 31^57, ATCC 31459, ATCC 
31460, DSM 1437, DSM 1139, DSM 1442, DSM 1**3, 

DSM 144* und DSM l44£. 

Im einzelnen gelten dabei die Angaben in der genannten 
20 europSischen Anneldung. 

Beispiel 1 

Per slamm T 191 (Corynebacterium spec.) DSM 1444 wurde in 
folgendera NShrmedium bei 30°C aerob angezflchtet: 0,30 % 
Glucose, 0,90 ? Hefeextrakt, 0,80 % Pepton, 0,10 % 

2 S K 2 HP0j|, 0,08 % KaHgPOn (pH 7,0), 0,5 % Cholesterin und 
0,3 % ethoxyliertes Sojasterin (Generol 122-Typen) . In 
4 ParallelansStzen wurde Sojasterin nit 5 Hoi, 10 Mol, 
16 Hoi und 25 Mol Ethylenoxid geprttft. MactT einer Kultur- 
dauer von 144 Stunden wurden Proben gezogen und die Aus- 

3 0 beute an BJ!C per DUnns chichtchromatographie bestimnt: 
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Emulgator 



ohne 

Generol 122-B5 
ii « e 10 

It II £ 

ii •• e 25 



BNC-Ausbeute (g/1) 



A-1,4 



0,70 
0,93 
0,80 

0,71 
0,89 



A-l,4,l7|/4-A 



0,12 
0,28 
0,21 
0,20 
0,10 



Spur 
0,06 
0,08 
0,05 
0,03 



0,82 
1,27 
1,09 
0,96 
1,02 



Beispiel 2 

In einer weiteren Versuchsserie wurde unter den gleichen 
Bedingungen wie in Beispiel 1 die Wirkung von ethoxy- 
lierten Verbindungen in Kombination mit einem weiteren 
Emulgator geprttft. Es wurden folgende Ergebnisse erhalten: 



Versuchsbedingungen; wie Beispiel 1 



BNC-Ausbeute (g/1) 



Emulgator 


A-1,4 


^ -1,4,17 




z 


0,1 % Comperlan 100* 
0,2 % Generol 12£-E 5 


1,08 


0,33 


0,07 


1,38 


0,1 % Comperlan 100 
0,2 % Generol 122-E 10 


0,81 


0,32 


0,15 


1,28 


0,1 % Comperlan 100 
0,2 % Generol 122-E 16 


1,33 


0,35 


0,17 


1,85 


i 

0,1 % Comperlan 100 | 

0,2 % Generol 122-E 25 1 

! 


1,43 ! 


0,10 


0,18 


2,01 



+ Comperlan: Kokosfetts&uremonoathanolamid 
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Neue Besqhreibtfljg&sieitja JS .* 
PetehtarimeWuno ^ r, ".5. : \,* \7: r *..*\.* 

Fine Steiceruns der B'lC-Bildunc aus Sterinen durch 
ethoxylierte Generol 122-Typen lconntc auch an Beispiel 
einer weiteren Bakterienart denionstriert werden. 

Bei3piel 3 

5 per Stasia SC 372-837 (Corynebacteriun equi)-DSM 1990 
wurde in f olgendem Medium bei 30°C aerob angeztichtet: 
.0,25 % Glucose, 0,25 % Laktat, 0,80 % Hefeextrakt, 
0,7Q % Pepton, 0,10 % KgHPOj,, 0,08 % MaHgPOj,, 0,50 % 
Cholesterin, 0,30 % ethoxylierte Sterine (pH 7,0). 
10 Es wurden folgende Ergebnisse erhalten: 
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3U78A3 



3!!C (s/1) 



Emulgator 


-1,11 


! 

|^-1,1,.17 






ohne 


1,98 


| 0,21 


1 0,16 


2,38 


Generol 122-E. 5 


3,19 


0,36 


"• 0,12 


3,97 


Generol 122-E 10 


3,28 






3,28 


Generol 122-E 16 


3,50 


0,29 


j 0,13 


3,92 


Generol 122-E 25 


3,16 


0,39 


j 0,10 


3,95 



Beispiel *1 

In einer. weiteren Versuchsserie wurde unter den gleichen 
Bedingungen wie in Beispiel 3 die Wirkung der ethoxy- 
lierten Sterine in Konbination mit weiteren Emulgatoren 
geprUft. Es wurden dabei folgende ErgebnisSe erhalten: 
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Emulgator 


4-1, 4 


r . — 




L 


0,1 % Coraperlan 100 








4,91 


0,2 % Generol 122-E 5 

> 


4,21 


0,55 


0,13 


0,1 % Conperlan 100 










0,2 % Generol 122-E 10 


.3,35 


0,46 


0,31 


4,12 



Der Stanun SC 372-837 (Corynebacteriura equi) DSM ,1990 wurde 
unter den gleichen Kulturbedingungen wie in Beispiel 3 
jedocn' unter Verwendung von 0,3 % Generol 122 anstelle 
von Cholesterin als Substrat angeztlchtet. 
Es wurden folgende Ergebnisse erhalten: 



Emulgator 




BSC (g/l> j 


ohne 






• 0,*18 


0,3 % Generol 


122-E 


10. 


0,77 


0,3 1 Generol 


122-E 


16 


0,81 


0,3 % Generol 


122-E 


25 


0,73 
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